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Kultivace kmenovych bunék zubni pulpy v kultivaénim médiu bez xenogennich latek
Souhrn

Uvod: Tématem piedkladané studie je kultivace kmenovych bun&k zubni pulpy (hDPSCs) v
kultivaénim médiu bez xenogennich komponent. Neni pfipustné, aby byly v klinické praxi
pouzivany bunky, které proliferovaly pod vlivem xenogennich (mimodruhovych) latek. V
piipad€ hDPSCs se jedna predevsim o fetdlni teleci sérum (FCS). Prestoze jsou tyto suplementy
povazovany za zlaty standard kultivace mezenchymalnich kmenovych bun¢k (hMSCs) a
vlastnosti s nimi kultivovanych bunék byly postulovany jako charakteristické a urcujici
vlastnosti jednotlivych linii hMSCs. Tim vyvstava zakladni otdzka, pokud a jak ovliviiuji
xenogenni krevni derivaty vlastnosti bun¢k a jejich ristové charakteristiky. Existuji dvé
moznosti ndhrady téchto latek jako komplexii ristovych faktord, kdy jsou do média ptidany
pouze definované rastové faktory tzv. bezsérova média, nebo nahrada zvifecich krevnich
doplikti lidskymi, idedln€¢ autolognimi. Cilem provedeného vyzkumu bylo pomoci oziejmit
odpovédi na tyto otdzky, které jsou zdkladni pro bunécnou terapii a zavedeni do 1ékaiské praxe.
Metodika: Kultivaci 12 linii hDPSCs ze stalych, do¢asnych a natalnich zubl ve 12 riznych
médiich jsme zjistovali vliv FCS, derivatt lidské krve krevni plazmy (HP) a na desticky bohaté
krevni plazmy (PRP) o riznych koncentracich (2%, 10%, 20%) na péstované bunky pomoci
rustovych charakteristik a fenotypové analyzy. Nejprve byly vSechny linie kultivovany do 15.
pasaze za standardnich kultivacnich podminek a diferencovany v osteogenni, chondrogenni a
adipogenni bunécnou linii k prikazu kmenovosti.

Vysledky: Dle vysledkil této studie je krevni derivat s nejvyssi podporou ristu PRP v 10%
koncentraci pro kmenové buiikky zubni dien¢ stalych zubli (hADPSCs) a natalnich zubi
(hNDPSCs). Kmenové buiiky zubni diené docasnych zubti (hDDPSCs) nejlépe rostly v médiu
s 10% koncentraci HP. Fenotypova analyza prokazala pozoruhodné rozdily v expresi
povrchovych markert, kdy bunky kultivované v médiich s derivaty lidské krve vykazovaly
vysSi neurogenni potencidl a fenotyp bliz§i embryondlnim kmenovym bunkdm (hESCs),
zatimco buniky kultivované s FCS vys$i tendenci k expresi znakii hematopoetické fady blizsi
progenitorovym bunikam.

Zavér: V nasi studii jsme prokazali vliv druhu krevni ndhrazky na fenotyp hDPSCs s tim, ze
lidské krevni derivaty o 10% koncentraci jsou idealni ndhradou FCS, nejen s ohledem na
proliferacni aktivitu, ale pfedev§$im na udrZeni nediferencovaného stavu a neurogenniho

potencidlu.

Klicova slova: Mezenchymalni kmenové buiiky, zubni dren, lidské krevni derivaty, kultivace.



Human dental pulp stem cells cultured in xenogeneic-free supplemented media
Summary

Introduction: The topic of the study is the cultivation of dental pulp stem cells (hDPSCs) in a
xenogeneic-free culture medium. It is not permissible to use cells upon growing under the
influence of xenogeneic (extraneous) substances in human clinical practice. The most
frequently used in cultivation of hDPSCs is fetal calf serum (FCS/FBS). Unfortunately, these
supplements are widespread in hMSCs cultivation, and all gold standard hMSCs properties
were postulated in cells cultivated using these supplements. This raises the basic question if
and how xenogeneic blood derivatives affect the properties of cells and their growth
characteristics. There are two options for replacing these xenogeneic substances in the culture
medium: the so-called serum-free media, or human blood supplements, ideally autologous ones.
The conducted research was aimed at identifying the effects of xenogeneic and human blood
supplements on basic hDPSCs characteristics that are fundamental to introduce the cell therapy
into regular medical practice.

Method: By culturing 12 hDPSC lines obtained from adult, deciduous, and natal teeth in 12
different culture media, we investigated the effect of FCS, human blood derivatives, i.e., blood
plasma (HP), and platelet-rich blood plasma (PRP) of different concentrations (2%, 10%, 20%)
on cultured cells using growth characteristics and phenotypic analysis. First, all lines were
cultured up to the 15th passage under standard culture conditions and differentiated into
osteogenic, chondrogenic, and adipogenic cell lines to demonstrate stemness.

Results: According to the results of this study, the blood derivative with the highest growth
support for dental pulp stem cells of permanent teeth (hADPSCs) and natal teeth (h(NDPSCs)
is PRP at the concentration of 10%. hDDPSCs grew best in cultivation medium with 10% HP.
Phenotypic analysis showed remarkable differences in the expression of cluster of
differentiation markers. Cells cultured in media with human blood derivatives have the higher
neurogenic potential and a phenotype resembling the embryonic stem cells (hESCs), while cells
cultured with FCS tended to express features of the hematopoietic lineage resembling the
progenitor cells.

Conclusion: In our study, we demonstrated the effect of the various types of blood substitutes
on the hDPSCs proliferation rate and phenotype. The human blood derivatives at the
concentration of 10% are an ideal substitute for FCS due to their positive effect on hDPSCs

proliferative activity, and support hDPSCs the undifferentiated state and neurogenic potential.

Key words: Mesenchymal stem cells, dental pulp, human blood derivatives, cultivation.



1. Uvod

V dospélém organismu existuji kmenové buiiky jako skryté a nepatrné tkanové specifické
subpopulace tzv. dosp&lych kmenovych bunék!, které, diky schopnosti diferencovat ve vice
bun&nych typti domovské tkané nebo organu, hraji dileZitou tlohu v udrzeni homeostazy?.
Jejich hlavnim tkolem je regenerace a reparace poskozenych struktur* za soucasného
zachovani ptivodni dormativni populace®. Jednou z populaci lidskych adultnich kmenovych
bun¢k jsou kmenové bunky zubni diené¢ (hDPSCs). Tyto buiiky jsou cenné nejen relativné
snadnou dosazitelnosti. Pfedev§im jsou na nich pozitivné hodnoceny tyto parametry:
Multipotence ziskanych bunék, jejich plasticita, rychld kinetika bunééného cyklu, endogenni
exprese nékterych faktorGi pluripotence a jejich imunomodulagni efekt®’. S rostoucim
mnozstvim znalosti a porozuménim jejich chovani a vlastnostem se ukazuji jako vysoce
potentni zdroj pro regeneraci mezodermalnich, neuralnich a ektodermalnich bunék a tkani®’.
hDPSCs ziskavame ze tkan¢ zubni dfené stalych zubii (hADPSCs), nej€astéji retinovanych (s
dutinou ustni nekomunikujicich) tfetich dolnich molart, dale ze zubli do¢asnych (hDDPSCs)
se zachovalou zubni dfeni. NejnovéjsSim a zaroven nejranéj$im typem hDPSCs jsou kmenové
buriky zubni dfené natdlnich/neonatdlnich zubd (hNDPSCs)!°. hADPSCs jsou vyvojové
heterogenni skupinou s vietenovitou morfologii a vysokou proliferaéni aktivitu béhem
dlouhodobé kultivace!!. Tyto buriky také exprimuji na svém povrchu mezenchymalni znaky,
stejné jako nékteré povrchové znaky embryondlnich kmenovych bunék — Nanog, Oct4, specific
embryonic antigen-3 a 4'%, coz podporuje teorii o jejich pluripotentni kapacité!>!*. Od roku
2000, kdy byly hADPSCs prvné izolovany a popsany'®, jsou intenzivné studovany. hDDPSCs
jsou v porovnani s hADPSCs ontogeneticky ¢asnéjsi buné¢nou populaci vykazujici krats$i dobu

13.16.17 3 vy§3i telomerdzovou aktivitu'®. Z téchto diivodi jsou

potiebnou pro zdvojeni populace
podle nékterych autord hDDPSCs slibnéjSim zdrojem pro humdanni bunéCnou terapii a
regenerativni  medicinu'®.  Linie = kmenovych bun& zubni dfené  ziskanych
z natalnich/neonatélnich zubti (h(NDPSCs) jsou ojedinéle zkoumanymi bunécnymi linie, nebot’
se natalni a neonatlni zuby manifestuji V Evropé s ¢etnosti 1:3500 Zivé narozenych déti®°.
Dale pouze malé procento z nich ma tvar a morfologii docasnych zubil s pfitomnou pulpalni
tkan¢, kterd obsahuje hNDPSCs. Tyto buniky vykazuji charakteristiky blizké embryonalnim

kmenovym buiikam?!??

, coZ pfisuzujeme velmi Casné izolaci téchto bunék z nejranéjsiho
postnatalniho vyvojového stadia lidského organismu a zaroven z vyvijejici se tkané?. Jiz
v roce 2009 predpovédél Huang, Gronthos a Shi'® existenci kmenovych bunék také v zubni
dfeni kongenitalnich zubti. ANDPSCs byly izolovéany, kultivovany (v kultivaénim médiu s 15%

FCS) a charakterizovany Karadzem a kol. v roce 2010%* a Akpinarem a kol. v roce 20143, Obg
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skupiny popsaly hNDPSCs jako metabolicky aktivni kmenové buiiky, které exprimuji na svém
povrchu mezenchymalni znaky, znaky embryonalnich kmenovych bunék a nevykazuji
hematopoetické markery.

Terapie kmenovymi bunkami je zajimava a slibnd cesta k regeneraci ztracenych, ci
poskozenych tkani. Jiz od roku 1968 se GspéSné a rutinné provadi transplantace kmenovych
bunék kostni dfen&®®. V p¥ipadech, kdy nejsem schopni ziskat dostate¢né mnozstvi bunék a je
tedy nutné je in vitro expandovat, se stale potykdme s nepfiznivym mnozstvim neznamych, coz
neumozinuje bezpecné provedeni klinickych studii. Jedind moznost, jak se vyhnout selhdni
terapie a jejim nezddoucim ucinklim, je dokonalé porozuméni zménam, kterym buiiky podléhaji
za ménicich se vlivil prosttedis. V soudasnosti rozpoznavame dva hlavni faktory ovliviujici
vlastnosti kultivovany bungk: 1) interindividualni rozdily darct®’ a 2) sloZeni kultiva¢niho
média®®. Z tohoto pohledu se jedna o xenogenni slozky kultivaénich médii, které s sebou nesou
medicinské a etické namitky ohledné jejich pouziti k expanzi bunéénych populaci pro humanni
pouziti?®3!. Aby bylo mozné vyzkumnd data mezi sebou porovnavat, potvrdit jejich
vérohodnost a umoznit tak jejich aplikaci v bunécéné terapii byly vytvofeny pravné zdvazné
ptredpisy, které urcuji a popisuji, za jakych podminek by méla byt pivodni bunécnd linie
expandovana a dale kultivovana (EU Tissues and Cells Directive (2004/23/EC) a U. S. current
good manufacturing practice guidelines). Utelem je minimalizovat rozdily mezi bunéénymi
liniemi stejného pivodu, riziko kontaminace, imunitni reakce a imunizace v dusledku virové
infekce nebo internalizace xenogennich proteinii*’. Aby byly splnény pozadavky téchto
nafizeni, musi byt zaveden systém kontroly kvality a ¢istoty vstupniho biologického materidlu,
stejné jako platnost a spravnost samotného vyzkumného protokolu®*. Vyse uvedené diivody
obraci pozornost ¢asti védecké komunity k ndhrad¢é xenogennich doplikt arteficialnimi, nebo

alogennimi krevnimi komponentami**3°.

Ackoliv neni ani alogenni dopliiky mozZné
standardizovat, jejich pouzitim se vyhneme internalizaci mimodruhovych latek — pfedevsim
vylou¢ime riziko zoondéz a imunogenicity?’-?®. Pies viechny uvedené argumenty naprosta
vétSina preklinickych a zejména klinickych studii vyuzivd média s 10% az 20% koncentraci
fetalniho teleciho séra (FCS), coz jak pfedpokladame, je divodem relativné vysoké variability
v ziskanych vysledcich (od prolifera¢ni aktivity, pies viabilitu, az po rozdily v expresi
povrchovych znaki).

Fetalni teleci sérum (FCS) se diky vysokému obsahu riistovych stimula¢nich faktori, a naopak
nizkému podilu inhibi¢nich ristovych faktorti v kombinaci s neschopnosti védy vytvofit
odpovidajici arteficidlni ndhradu, stalo nejvice vyuzivanym ristovym doplitkem v kultivac¢nich

médiich. FCS piedstavuje zatim jedinou moZznost, jak udrzet vysokou prolifera¢ni aktivitu



bunéénych linii bez nutnosti priddvat dalsi doplitkové ristové faktory®. Avsak pouziti
vysokych koncentraci FCS béhem dlouhodobé kultivace hADPSCs miize vést ke spontanni

diferenciaci’’=8

, nebo maligni transformaci***?. V pfedchozich studiich jsme prokazali, Ze
hADPSCs mohou byt tispésné dlouhodobé kultivovany se zachovanim stabilniho karyotypu i
v nizko-sérovych médiich (2% FCS), doplnénych o epidermal growth factor (EGF) a platelet-
derivated growth factor BB (PDGF-BB)*. Pouziti téchto ristovych faktord bylo popsano pro
buiiky kostni dfené a multipotentni progenitorové buiiky***. Dale nase skupina prokazala, Ze i
pfi tomto slozeni média si hADPSCs uchovavaji Sirokou diferenciacni kapacitu vyzravat v
osteogenni, chondrogenni, endotelidlni, neurogenni a myogenni bunééné linie*®. Hlavni slozkou
standardné uzivaného kultivacniho média pro somatické mezenchymalni kmenové buniky zubni
dfené je alfa varianta Eaglova zékladniho minimalniho média*®*’. Nage vyzkumné skupina

Suchanek a kol.*

pouziva ,,Standardni kultivacni médium* (SKM) zalozené na patentu ¢. US
7,015,097 B1%8, které dale obohacuje o vy$si koncentraci antioxidantu kyseliny askorbové a L-
glutaminu, sm¢s antibiotik penicilinu a streptomycinu a komplement inzulinu, transferinu a
selenu (ITS).

S ohledem na ptivod séra neni mozné zarucit stabilitu a neménné slozeni jednotlivych Sarzi pro
rozdilné slozeni endokrinnich parametri a jinych biologicky aktivnich latek, odlisné mnozstvi
proteini atd.'®?**° Pfesto mnoho soucasnych klinickych studii vyuziva kultivaéni média
obohacena pravé o FCS, prehliZejice nejen nestabilni sloZeni, ale pfedev§im potencialni
nebezpeci, které s sebou nese pouzivani xenogennich komponent a zarovent opomijeji nutnost
verifikovat vliv takovych doplinkd na kultivované buiiky. Nelze také pominout skutecnost, ze
FCS se ziskavd z nenarozenych, avSak jiZz dobfe vyvinutych telat béhem pordzky biezich
matefského organismu a smrti fétu. Pfi tomto procesu neni uzito analgetik, ani anestetik, nebot’
se jedna o vedlejsi produkt produkce masa v potravinafském primyslu>?. Pouziti xenogennich
suplementi je v zasadnim rozporu s dobrou laboratorni a vyrobni praxi**>¢. Ptesto ziistava stile
fetalni teleci®’ zdaleka nejrozsitengjsim suplementem kultivaénich médii*®>. Z toho diivodu je
vétSina védeckych poznatkdl o vlastnostech buncék zaloZena na jejich kultivaci v médiich
obohacenych o FCS**. Z uvedeného vyvstava potieba tyto vlastnosti objektivizovat. Nejlepsim
kandidatem je pfimo cCerstvy bunécny izolat, ale nizkd koncentrace bun¢k primokultury
neumozinuje provést nutné testy pro nedostatek substratu. NejlepSim vychodiskem, jak vyfesit
tuto situaci, se zda nahrada dosud pouzivaného FCS nékterou z komponent lidské krve

(alogenniho, 1épe autologniho ptivodu), nebo piimo bezsérovym médiem'>,



Ani alogenni a bezsérova média nejsou prosta problémi. Vyhodou bezsérovych médii je Cistota
a uplna chemicka definovatelnost a standardizace vstupnich komponent. Tim je umoznéna
uplna kontrola nad kultivacnimi podminkami pfi eliminaci potencidlniho zdroje infekce. AvSak
nebyl dosud vyvinut arteficidlni produkt, ktery by byl schopen 1épe nez krevni derivaty pokryt
pozadavky somatickych kmenovych bunék pii kultivaci in vitro®%2. Alogenni sérum, které je
levnéjsi variantou bezsérovych dopliiki, je univerzalné pouzitelné pro viechny typy bungk’®.
Mezi tato séra patii derivaty lidské krve zahrnujici autologni, nebo poolované lidské sérum,
sérum z pupecnikové a menstruacni krve a derivaty krevnich desti¢ek®>%*, diky ¢emuz je lze

lehce ziskat. Ackoliv, jak poznamenava Zhang a kol.%

, miiZze 1 alogenni suplement vyvolat
imunitni reakci, byt zdrojem kontaminace organismu a rozdily mezi darcem a darcem, ¢i
darcem a pfijemcem mohou branit aplikaci kultivovanych hMSCs, vétSina vyzkumnikl se
shoduje, Ze alogenni séra jsou jedinou §iroce pfijatelnou nahradou FCS®¢"2, Existuje mnoho
druhti alogennich sér. Lidska krevni plazma (HP) a lidska krevni plazma obohacend o krevni
desticky (PRP) jsou dva nejsnadnéji izolovatelni zastupci této Siroké skupiny. Pokud se jedna
o alogenni séra bylo prokazano, Zze PRP pfekond v mnohém FCS a je tedy jeho adekvatni
nahradou’’*. HP a PRP séra obsahuji stejné riistové faktory a cytokiny, oviem s rozdilnou
koncentraci, kterd je dana degranulaci krevnich desticek v PRP, kdy dojde k uvolnéni téchto
latek do vnéjsiho prostiedi. Z toho plyne 3,5 aZ Skrat vys§i mnoZzstvi volnych ristovych faktora
a cytokinii v PRP, neZ které se nachazi v HP”>’6, Dle Bernarda a kol.”” a Kiliana a kol.” vede

vetsi podil krevnich desticek v PRP ke zvySeni prosperity kultivovanych bungk, intenzivngjsi

migraci a pomaha potlacit moZnou imunitni reakci.



2. Cile

Hlavnim cilem nasi studie bylo vybrat nejvhodnéjsi derivat lidské krve k nahradé FCS,
standardniho zakladniho dopliiku alfa modikovaného Eaglova minimalniho esencialniho média
pro kultivaci hMSCs”®. Konkrétné jsme se v nasi praci zaméfili na kultivaci hDPSCs v sérovych
expanznich médiich. NaSim cilem bylo posoudit vliv alogenich krevnich derivati (PRP, HP) a
xenogenniho krevniho derivatu (FCS) na hNDPSCs, hDDPSCs a hADPSCs. Ke splnéni tohoto
cile byly vybrany 2%, 10% a 20% koncentrace testovanych krevnich derivati. Divodem byla
zjisténi tykajici se koncentrace FCS, nejdéle pouzivaného krevniho suplementu zivnych médii
eukaryotnich bun&k®*®!, 2% koncentrace je dle recentni literatury i naSich ptedchozich studii
optimalnim kompromisem mezi bezsérovou variantou rustového média a sérovym typem. 10%
koncentrace je standardné pouzivana k expanzi hMSCs a povazuje se za zlaty standard. A 20%
koncentrace vede casto ke spontanni diferenciaci, coz je mozné interpretovat jako dikaz
cytotoxicity®?. V prvni fadé& bylo nagim tikolem prokazat kmenovost izolovanych bungk. Buiiky
jsem vystavily dlouhodobé kultivaci prekracujici pocet populacnich zdvojeni somatickych
bunék bez znamek senescence®. Dal§im ukazatelem byla jejich schopnost diferencovat
v osteoblasty, chondroblasty a adipocyty. Zkoumana pfitomnost STRO-1 v bunééné¢ membrané
kultivovanych bun¢k (single pass cell membrane protein) je specifickym zankem hMSCs.
K pfimému prikazu sebeobnovy jsme pouZzili prikaz telomerdazy. Abychom byli schopni
provést validni srovnani, zaméfili jsme se na porovnadni bunéénych charakteristik
prostfednictvim proliferacni aktivity, viability, morfologie, schopnosti diferenciace,
pritomnosti znakl pluripotence a Siroké analyzy povrchovych znaki charakteristickych obecné

pro hMSCs, tzeji pro hDPSCs a jejich podtypy hADPSCs, hDDPSCs a hNDPSCs.



3. Material a metodika

Izolovano bylo 12 linii hDPSCs (hADPSC1-4, hDDPSCsl1-4 a hNDPSCsl1-4), které byly
kultivovany do 3. pasaze ve SKM (v této pasazi byl ziskan dostatek bunck), vétSina bunck
izolovanych linii byla zamrazena. Nezamrazené bunky byly podrobeny testiim prikazu
kmenovosti. Po priikkazu kmenovosti byly zamrazené¢ bunécné linie rozmraZzeny a nasazeny
v kvadriplikdtu do 12 experimentalnich médii. Kazdou z téchto bunéénych populaci jsme
kultivovali od 4. do 9. pasdze. V 9. pasazi byla hodnocena viabilita a morfologie bunéénych
populaci. S ohledem na moznosti pracovisté byla provedena fenotypova analyza u hADPSCsl -
4 ve vSech médiich, u hDDPSCs1-4 v 6 médiich a u hNDPSCs1-4 ve 2 médiich.

Ke statistické analyze rovnomérné distribuovanych dat byl pouzit parametricky statisticky test
analyzy rozptylu (ANOVA), u nerovnomérné distribuovanych dat neparametricky test
porovnani sttednich hodnot pro vice soubort dat (Friedmaniv test) na PASS Sample Size
Software (NCSS LLC, USA).

Po ctyfech liniich od kazdého nami porovnavaného typu hDPSCs (hADPSCs, hDDPSCs,
hNDPSCs) bylo izolovano ze zubni pulpy natalnich, do¢asnych a stalych zubl. VSichni darci
byli mladsi 30 let — primérny vék darce natalniho zubu byl 3 dny, darce docasného zubu 12 let
a stalého zubu 18 let, mezi darci byli 4 muzi a 8 Zen (tj. v poméru 1:2). Extrahovanymi zuby
byly u natdlnich zubl zuby v misté dolnich stfednich fezakil, popi. dolni stfedni fezaky, z
docasnych zubt se jednalo vZdy o prvni do¢asné molary a mezi stalymi zuby byly ziskany dolni
treti stalé molary (Tab. 1). Indikaci k extrakci dolnich ttetich stalych molart jsou obtize spojené
s jejich profezavanim, nebo vztahem k okolnim strukturam (retence, semiretence, opakujici se
zangty perikoronarniho vaku, tésny kontakt s distalnim kotfenem dolnich druhych molart), u
déti pak prevence vzniku ortodontickych vad, u natalnich zubt komplikace spojené s piijmem
matefského mléka u kojenych déti. Extrakce byly provedeny na zédklad¢ medicinské indikace a
po ziskani pisemného informovaného souhlasu. Pfed podpisem informovaného souhlasu byl
pacient nebo jeho zdkonny zéstupce obezndmen s teorii kmenovych bunék a planovanym
experimentem. Izolace kmenovych bun¢k zubni pulpy pro védecké tucely, vcetné textu
informovaného souhlasu a pouceni, byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec
Kraloveé ref. ¢. 200712 SO1P. Extrakce zubi byla provedena dle standardniho operacniho
protokolu extrakce za aseptickych kautel v lokélni anestezii na Stomatologické klinice Lékarské

fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové.



darci zubt a identifikace bunéénych linii hDPSCs

bunécna linie darce

hDPSCs oznacCeni linie ~ zub oznaceni pohlavi vek
hADPSCs hADPSCs 1 38 A-1 XX 18L
hADPSCs hADPSCs 2 48 A-2 XX 16L
hADPSCs hADPSCs 3 38 A-3 XX 21L
hADPSCs hADPSCs 4 38 A-4 XY 18L
hDDPSCs hDDPSCs 1 54 D-1 XY 121
hDDPSCs hDDPSCs 2 64 D-2 XX 13L
hDDPSCs hDDPSCs 3 74 D-3 XY 10L
hDDPSCs hDDPSCs_4 54 D-4 XX 10L
hNDPSCs hNDPSCs_1 071 N-1 XX 3D
hNDPSCs hNDPSCs 2 081 N-2 XX 1D
hNDPSCs hNDPSCs 3 071 N-3 XX 5D
hNDPSCs hNDPSCs_4 071 N-4 XY 0D

Tab. 1: Identifikace bunéénych linii hDPSCs dle darce (XY — muz, XX — Zena, L — let, D — den).

Odbér zubni dfené extrahovanych zubd, izolace a kultivace kmenovych bunék zubni dfen¢ byly
provedeny v Laboratofi tkatiovych kultur Ustavu histologie a embryologie Lékatské fakulty
v Hradci Kralové dle Standardnich operacnich protokold®. Takto byly viechny hDPSCs
expandovany do 3. pasaze. Ve 3. pasazi byla vétsi ¢ast linii hDPSCs zamraZzena v
kryokonzervacnim médiu. Nezamrazen¢ hDPSCs byly pouZity k prikazu kmenovosti a
schopnosti jednotlivych typt diferencovat ve zralé bunécné linie (osteogenni, chondrogenni a
adipogenni diferenciace) (tzv. trojlinearni diferenciace). Standardni kultivacni médium se
sklada z téchto slozek: alfa-MEM, 2% FCS, 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml PDGF-BB, 50 nM
dexametazonu, 0,2 mM L-askorbat-2-fosfatu, 2 mM L-glutaminu, 100 U/ml penicilinu a 100
pg/ml streptomycinu a 10 pl/ml ITS. Viabilita byla hodnocena pomoci zobrazovaciho systému
automatického cytometru Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer. Hodnoceni morfologie
probihalo pted kaZzdym pasdzovanim a tfeti den po nasazeni. V inverznim mikroskopu jsme
hodnotili predev§im tvar bunék a jejich schopnost adherovat k povrchu kultiva¢ni nadoby.

Imunocytochemické barveni znakl pluripotence hDPSCs probihalo dle protokolu Siriboon et

al.®.



mak pluripotence  nazev primarni protilatky klonalita ¢islo produktu vyrobce

STRO-1 Anti-STRO-1 Antibody mono MAB4315 Sigma-Aldrich, Némecko
TELOMERAZA Anti-Telomerase Antibody  poly SAB4502944  Sigma-Aldrich, Némecko
NANOG Anti-Nanog Antibody mono MABD24 Sigma-Aldrich, Némecko
SOX-2 Anti-SOX-2 Antibody mono MAB4343 Sigma-Aldrich, Némecko
OCT-+4 Anti-OCT-4 Antibody poly AB3209 Sigma-Aldrich, Némecko

Tab. 2: Protilatky k priikkazu pluripotence hDPSCs.

K osteogenni, chondrogenni a adipogenni diferenciaci byly hDPSCs ze 3. pasaZze nasazeny do
6 kultiva¢nich nadob v mnozstvi 2,5 x 10° bungk a kultivovany ve Standardnim kultiva¢nim
médiu do dosazeni 70-100% splyvavosti. Néasledné byly kultivaéni nadoby rozdéleny po 3 na
experimentalni a kontrolni. Kontrolni skupiny byly kultivovany dle Standardniho kultiva¢niho
protokolu®, skupiny testovaci byly nasazena do diferencia¢nich médii, kde byly ponechany 4
tydny. Nasledné byly bunky sledovany nativné a fixovany a histologicky barveny k prikazu
diferenciace.

Poté, co byla kmenovost téchto bunéénych populaci prokdzdna, byly zamrazené buiky
rozmrazeny a kazdy typ hDPSCs nasazen v kvadruplikatu do dvanacti riznych kultivacnich
médii, kde byl kultivovan od 4. — 9. pasdze. Podstatou vSech experimentéalnich kultiva¢nich
médii bylo Zakladni kultivacni médium (ZKM). To se sklada z alfa MEM jako zakladni slozky,
ktera byla obohacena o 10 ng /ml EGF, 10 ng /ml PDGF-BB, 1 ng/ml FGF-2, 50 nM
dexametazonu, 0,2 mM L-askorbat-2-fosfatu, 2 mM L-glutaminu a 100 [U/ml penicilinu s 100
pg/ml streptomycinu. Odbér a piiprava derivatd lidské krve (HP, PRP) a jejich pouziti v
kultivaénim médiu byly schvéaleny Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové pod ref.
¢. 201011 S14P. Kazdy krevni derivat byl ziskan smisenim vzorki péti darcii. Krevni derivaty

byly pfipraveny ve spolupréci s Transfiznim oddélenim Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

NiZe uvedeny vycet experimentalnich kultivacnich médii ukazuje rozdily v jejich hlavnich

slozkach. (Tab. 3).

médium A ZKM +2% FCS médium B ZKM +2% FCS +ITS
médium C ZKM +2% HP médium D ZKM +2% HP +ITS
médium E ZKM + 2% PRP médium F ZKM + 2% PRP +ITS
médium G ZKM + 10% FCS médium H ZKM +20% FCS
médium I ZKM + 10% HP médium J ZKM +20% HP
médium K ZKM + 10% PRP médium L. ZKM + 20% PRP



médium  xenogenni alogenni FCS HP PRP ITS
2% 10% 20% 2% 10% 20% 2% 10% 20%

A X x

B X X "

C X <

D X N "

E X N

F X N "

G X x

H X X

1 X N

J X N

K X N

L X N

Tab. 3: Slozeni kultivaénich médii pouzitych v experimentu.

Fenotypovou analyzu jsme provedli v 9. pasazi kultivace jednotlivych linii hDPSCs

v experimentalnich médiich. Antigeny zkoumanych povrchovych znaki jsou uvedeny v Tab. 4.

protilatka fluorochrom klon protilatka fluorochrom klon protilatka fluorochrom klon
anti-CD9 FITC MM2/57 anti-CD49e FITC SAM-1  anti-CD146 PE TEA1/34
anti-CD10 FITC CB-CALLA  anti-CD63 FITC CLBGran/12 anti-CD166 PE 3A6
anti-CD13 FITC WM-15 anti-CD68 FITC K51 anti-CD197 FITC 3D12
anti-CD14 FITC RMO52 anti-CD71 FITC YDJ1.2.2  anti-CD221 PE 1H7
anti-CD18 PE 2E6 anti-CD73 PE AD2 anti-CD222 FITC MEM-238
anti-CD19 FITC J4.119 anti-CD81 FITC JS-81 anti-CD235a  FITC IC159
anti-CD29 FITC TDM29 anti-CD90 FITC F15-42-1 anti-CD271 FITC ME20.4
anti-CD31 PE MBC78.2  anti-CD105 PE 1Gl11 anti-CXCR4 PE 12G5
anti-CD33 PE D3HL60.251 anti-CD106 PE 51-10C9  anti-HLA 1 FITC Til49
anti-CD34 PE 581 anti-CD117 PE YBS.B8 anti-INF B FITC MMHB-3
anti-CD44 PE MEM-85 anti-CD119 PE GIR-208 inti-HLA-DF PE Immu-357
anti-CD45 FITC 1.33 anti-CD133 PE EMKO8 anti-OCT3/4 PE EM92
anti-CD49d FITC HP2/1 anti-CD140 PE 16A1  anti-STRO-1  FITC STRO-1

Tab. 4: Pouzité imunofluorescencni protilatky s navazanym cytochromem.



4. Vysledky

Vsechny linie hDPSCs byly nejprve kultivovany pro prukaz kmenovosti do 15. pasaze (v¢.) ve
SKM, podrobeny trojlinedrni diferenciaci a prikazu ptitomnosti STRO-1. Poté byly nasazeny
do experimentalnich médii, kde byly sledovany rtistové charakteristiky a exprese povrchovych
znakil. Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych linii hADPSCs1-4 za 15 pasazi byl
54,10 cPDs a jejich aritmeticky primeér byl 53,95 + 6,12 c¢PDs. Median ¢asu zdvojeni
bunécnych linit hADPSCs1-4 za 15 pasazi byl 43,68 h a jejich aritmeticky primér byl 43,68 +
18,58 h. Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych linii hDDPSCs1-4 za 15 pasazi byl
51,74 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 52,24 + 4,68 cPDs. Medidn casu zdvojeni
bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 15 pasazi byl 43,68 h a jejich aritmeticky primér byl
43,68 h + 18,58 h. Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych linii ANDPSCs1-4 za 15
pasazi byl 65,44 cPDs a jejich aritmeticky prumér byl 65,03 + 1,30 cPDs. Medidn ¢asu zdvojeni
bunéénych populaci hNDPSCs1-4 za 15 pasazi byl 43,68 h a jejich aritmeticky primér byl
43,68h = 18,58 h.

Trojlinearni diferenciace, tj. osteogenni, chondrogenni a adipogenni diferenciace, byla
provedena u vSech linii hADPSCs, hDDPSCs a hNDPSCs. K tomuto t¢elu byly pouZity bunky
z 6. pasaze. Vysledkem histologickych barveni po osteogenni diferenciace hDPSCs byl prikaz
osteoidu podle von Kossy a véapnikovych depozit alizarinovou cerveni. Vizualizovali jsme
intracelularni tukové kapénky v bunééné kultuie hDPSCs vystavené plsobeni adipogenniho
média pomoci olejové cCerveni. Chondrogenni diferenciace byla potvrzena ptfitomnosti
glykosaminoglykant chrupav¢ité tkané.

Metodou imunocytochemické detekce jsme prokazali u hADPSCs a hDDPSCs ptfitomnost
proteinového markeru mezenchymadlnich kmenovych bunék STRO-1 a enzymu reverzni
transkriptazy telomerazy. Kmenové bunky zubni difené natalnich zubl nesou nckteré
transkrip¢ni faktory a znaky pluripotence shodné s hESCs. Imunofluorescen¢nim barvenim,
doplnénym o barveni bunécnych jader pomoci DAPI, jsme prokézali pfitomnost jaderného
transkripéniho faktoru NANOG, zasadniho znaku pluripotence a schopnosti diferenciace,
definujiciho embryondlni kmenové buiiky. Dale byly prokazany transkripéni faktory OCT-4 a
SOX2. Barvenim metodou Fast Blue byla prokdzana vysoka troven alkalické fosfatazy (ALP),
enzymu vysoce aktivniho v embryonalnich a neurdlnich kmenovych buiikach.

Pokud shrneme vysledky ristovych charakteristik hDPSCs v experimentalnich médiich, pak
nejvyssi proliferacni aktivity dosahovaly hADPSCs1-4 v médiu K (10% PRP), median PD byl
7,68, pfiblizné o 2 PD vice neZ v médiu D (2% HP + ITS) s 5,67 PD. Sestupné néasledovala
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média F (2% PRP+ITS) s 4,85 PD, B (2% FCS+ITS) s 4,34 PD al (10% HP) s 4,07 PD.
Nejméné rast hADPSCs1-4 podporovalo médiu H (20% FCS) s 1,66 PD. Nejvyssiho poctu
populacnich zdvojeni bylo dosazeno opét v médiu K (47,44 PD) s odstupem nasledovala
média D (33,94 PD), B (25,30 PD) a I (24,96 PD). Dle o¢ekavani bylo dosazeno nejnizsiho
poctu populac¢nich zdvojeni v médiu H (11,24 PD), piekvapivé nizké tirovné proliferacni
aktivity dosahovaly také bunky v médiu A (12,51) a E a F (u obou shodné 13,14 PD).
Nejrychleji proliferovaly hADPSCs1-4 v médiu K, kdy ¢as zdvojeni bunécné populace
dosahoval 11,35 h. S odstupem pfiblizn¢ 4 hodin nasledovaly buniky kultivované v médiu D
(16,90 h), nasledované bunikami v médiu F (19,95 h), B (21,10 h) a (22,23 h). Nejpomalejsi
rust jsme pozorovali u hADPSCs1-4 v Zivném médiu H (57,51 h) a médiu E (56,24 h).
Nejvyssi proliferaéni aktivitu vykazovaly hDDPSCs1-4 v médiu I (10% HP), median
populacniho zdvojeni béhem kultivace v 10% HP byl 4,35, coz je piiblizn€ o 1,5 populacni
zdvojeni vice v médiu K (10% PRP) s 2,89 PD. Sestupn¢ nasledovala média F (2% PRP+ITS)
s 2,52 PD, B (2% FCSHITS) s 2,46 PD a J (20% HP) s 2,16 PD. Nejnizsi podporu ristu
poskytovala média C (2% HP) s 0,77 PD a H (20% FCS). Nejvyssiho poctu populaénich
zdvojeni hDDPSCs1-4 bylo dosazeno v médiu I (25,30 PD), druhym bylo médium K (16,19
PD); nasledovala média F (13,91 PD), B (13,12 PD) a J (13,03 PD). Nejnizs§iho poctu
populacnich zdvojeni bylo dosazeno v médiu C (4,81) a nizkych hodnot v médiu H (5,55), L
(6,17 PD), A (6,42 PD) a E (6,48 PD). Nejrychleji proliferovaly hDDPSCs1-4 v médiu I, kdy
¢as zdvojeni buné¢né populace dosahoval 20,84 h s odstupem piiblizné€ 12,5 hodin
nasledovaly buiiky kultivované v médiu K (33,33 h), sestupné buiikky v médiu B (35,45 h), F
(36,57 h) aJ (43,02 h). Nejpomalejsi riist jsme pozorovali hDDPSCs1-4 v médiu C (127,34 h)
a H (105,25 h).

Nejvyssi proliferacni aktivitu vykazovaly hNDPSCs1-4 v médiu K (10% PRP), median
popula¢niho zdvojeni béhem kultivace byl 16,92, ptiblizné€ o 7 populacni zdvojeni vice nez

v médiu D (2% HP+ITS), kde tato hodnota dosahovala 11,06 PD. Sestupné nasledovala média
1(10% HP) s 8,12 PD a L (20% PRP) s 6,34 PD. Nejnizsi proliferacni aktivita se projevila v
médiu A (2% PRP) s 1,93 PD. Nejvyssiho poctu popula¢nich zdvojeni hNDPSCs1-4 bylo
dosazeno v médiu K (39,42 PD), sestupné pak v médiu D (68,00 PD), I (48,33 PD), L (39,42
Nejrychleji proliferovaly hNDPSCs1-4 v médiu K, kdy ¢as zdvojeni bunééné populace
dosahoval 5,53 h s odstupem pfiblizné 3 hodin nasledovaly buiiky kultivované v médiu D
(8,55 h), s vétsim odstupem buniky v médiu I (11,71 h), L (15,03 h) a G (15,87 h).
Nejpomalejsi rist jsme pozorovali u hNDPSCs1-4 v zivném médiu A (44,62 h) a H (31,83 h).
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Buné¢na morfologie hDPSCs kultivovanych v médiu s 2 % PRP+ITS odpovidala obecné
piedstave o jejich morfologii. Jednalo se o buiiky protahlého, vietenitého tvaru podobné
fibroblastim. hDPSCs expandované v kultivaénim médiu s 2 % FCS byly ovalnéjsi. Bunky
rostouci v médiu s 10 % PRP byly oproti vS§em ostatnim protahlejsi a htite adherovaly k
povrchu kultivacni nadoby. Naopak siln€ a velkou plochou Inuly k povrchu buiiky s
mnohocetnymi vyb&zky cytoplazmy expandované s 10 % HP. Zaznamenali jsem zménu
morfologie u bun¢k kultivovanych v 10 % HP, kter¢ siln€ adherovaly k povrchu kultivacni
nadoby velkou plochou svého bunééného téla. VSechny ostatni buiiky si zachovaly ptivodni
vietenovity tvar. Viabilita hDPSCs v médiu s 2% FCSHITS, 2% PRP+ITS a 10% PRP byla
vy$§i nez 90 %, v médiu s 10% HP byla vyssi neZ 85 % a v médiu s 2% HP+ITS byla

75,93 %.

Fenotypova analyza hADPSCsl1-4 byla provedena ve vSech experimentalnich médiich.
hADPSCs1-4 nemély na svém povrchu vyjadieny znaky HLAII a CD106. Negativni byly také
na ptitomnost znaku CD49d a CD49e, mimo média H, kde byla zjis§téna nizk4 pozitivita. CD31
byl negativni ve véts§iné médii, mimo médium C a E (nizka pozitivita CD31), K (stfedni
pozitivita CD31) a v médiu L, kde byla zjisténa pozitivita CD31 vysoka. CD45 byl negativni
také ve vétsiné médii, mimo média A, B, D, H (nizka pozitivita pro CD45). CD34 byl negativni
ve vét§iné médii, mimo médi I a K (nizké pozitivita CD34) a médium L (stfedni pozitivita
CD34). CD271 byl ve vétsiné médii negativni, mimo média A, B, H, L (nizkd pozitivita
CD271). Povrchové znaky CD166 a CD29 vykazovaly ve vSech bunécnych populacich
vysokou pozitivitu. CD9 byl vysoce pozitivni ve vét§iné médii, mimo médium G (stfedni
pozitivita CD9) a médium H (znak CD9 nevyjadien). CD63 byl vysoce vyjadien ve vétsing
médii, mimo médium H a I (stfedni pozitivita CD63). HLAI vykazoval vysokou pozitivitu ve
vétsiné médii, mimo médium G a H (stfedni pozitivita HLAI). CD13 vykazoval vysokou
pozitivitu ve vétsiné médii, mimo médium I, J a K (stfedni pozitivita CD13) a médium L (nizka
pozitivita CD13). CD44 byl vysoce pozitivni ve vétSiné médii, mimo média E, F a K (nizké
pozitivita CD44) a L (znak CD44 neptitomen). CD73 a CD 90 shodn¢ vykazoval ve vétSing
médii vysokou pozitivitu, mimo média E a F (stfedni pozitivita CD73 a CD90), médium K
(nizkd pozitivita CD73 a CD90) a médium L (znak CD73, ani CD90 nevyjadien). Ostatni
povrchové znaky nevykazovaly jednoznaény vétSinovy ptiklon ke stupni vyjadieni. CD10 byl
v médiich A, E, G, I nepfitomen, v médiich B, C, D, H, J, K nizce pozitivni, v médiu L stfedné
pozitivni a v médiu F vysoce pozitivni, CD18 byl v médiich H a J nepfitomen, v médiich A, E,
K, L nizce pozitivni, v médiich G, a I stfedné pozitivni a v médiich B, D, F vysoce pozitivni.

CD71 byl nepfitomen v médiu G, H a L, nizce pozitivni v médiich A a J, stfedné vyjadien
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v médiich B, C, D, E, I a vysoce vyjadien v médiich F, K a L. CD105 byl nepfitomen v médiu
K a L, nizce pozitivni v médiich D, E, F, G, stfedn¢ pozitivni v médiu D a E a vysoce pozitivni
v médiich B, C, H a I. CD117 byl nepfitomen v médiu J, nizce pozitivni v médiich A, B, C a
G, stiedné pozitivni pro média D a E a vysoce pozitivni v médiich F, K a L. CD146 nebyl
vyjadien v médiich G, J, a I, nizce pozitivni v médiich A a E, stiedné pozitivni v médiich C, H
a K a vysoce pozitivni v médiich B, D, F a L. CD184 byl nepfitomen v médiu A, G, H a J, nizce
pozitivni v médiich B, C, D, E a I, nizce pozitivni v médiich B, C, D, E, a I, stfedn¢ pozitivni
vmédiu F a vysoce pozitivni v médiich Ka L. STRO-1 byl pozitivni u vSech bunék
hADPSCs1-4 nad 5 % (v rozmezi 5,01-28,73 %).

Fenotypova analyza hDDPSCs byla provedena pouze ve vybranych experimentalnich médiich,
tj. A, B, F, [, K, H (Tab. 44). Zcela negativni byly bunééné populace hDDPSCs1-4 na HLAII,
CD106, CD18, CD31, CD49d, CD49¢, CD133 a CD197. CD 45 nebyl ve vétSiné médii
vyjadien, mimo médium B a F (nizké pozitivita CD45). CD34 nebyl ve vét§in¢ médii vyjadren,
mimo médium H (stfedni pozitivita CD34). Vysokou pozitivitu vykazovaly ve vSech médiich
povrchové znaky CD73 a HLAIIL. Znaky CD9, CD13, CD44, CD29, CD90, CD166, CD222 a
CD271 byly ve vSech médiich vysoce pozitivni, mimo média H (negativni pro CD9 a CD222;
nizce pozitivni pro CD271; sttedné pozitivni pro CD13 a CD166), médium K (stiedné pozitivni
pro CD44, CD90 a Stfedni pozitivitu vykazovaly znaky CD105, CD146 a CD117 ve vétSiné
médii, mimo médium H (nizce pozitivni pro CD105 a negativni pro CD117), médium K (vysoce
pozitivni pro CD105, CD146 a CD117), médium I (vysoka pozitivita pro CD105 a CD146),
médium F (vysokd CD271), médium F (stfedné pozitivni pro CD44), médium A (stiedné
pozitivni pro CD29), médium I (stfedné& pozitivni pro CD271). pozitivita pro CD 117). Pfevazné
nizkou pozitivitu maji v ndmi zkoumanych bunéénych populacich hDDPSCs1-4 povrchoveé
znaky CD63, CD71, CD184, CD10, mimo médium H (negativni pro CD63, CD184 a CD10,
vysoce pozitivni pro CD71), médium K (vysoce pozitivni pro CD71 a CD184), médium F
(stfedné pozitivni pro CD10 a CD184). STRO-1 byl u vS§ech hDDPSCs1-4 nad 9 % (9,06 —
11,02 %). Fenotypovd analyza hNDPSCs byla provedena pouze ve vybranych
experimentalnich médiich, tj. B a F. Zcela negativni byly buné¢né populace hDDPSCs1-4 pro
HLAII. Povrchové znaky CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49e, CD71, CD73, CD90,
CD166, CD222, INF beta, OCT3/4, HLAI byly v obou médiich vysoce pozitivni. CD 18 byl
vysoce pozitivni v médiu F a nepfitomen v médiu B. Znaky CD31, CD34, CD117, CD133,
CD146, CD197 byly v médiu F vysoce pozitivni, v médiu B nizce pozitivni. Povrchové znaky
CD49d, CD105, CD106, CD184 a CD271 byly v médiu F vysoce pozitivni, v médiu B stfedné
pozitivni. STRO-1 byl u vS§ech hNDPSCs1-4 vysoce pozitivni, nad 90 % (90,95-99,99 %).
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5. Diskuse

Ve vyzkumu se od roku 2005 zamétujeme na snizeni obsahu FCS jako xenogenni komponenty
v kultivaénim médiu pro hDPSCs*. V piedchozich studiich se jeho mnozstvi podatilo snizit na

2% koncentraci, ale ne zcela vylouéit?

. V této praci jsme prokazali, Ze lze nahradit FCS
derivaty lidské krve v kultiva¢nich médiich, aniz by doslo ke snizeni proliferacni aktivity.
Abychom ziskali data, kterda bude mozno porovnat, testovali jsem 12 riznych médii na 12
bunéénych liniich hDPSCs. Jsme si pln¢ védomi, ze mohla mit kultivace béhem prvnich tfech
pasdzi v médiu s 2 % FCSHITS vliv na pozorované vlastnosti, na druhou stranu provedené
analyzy jasné potvrdily rozdily ve fenotypu, morfologii i proliferaéni aktivite. PrestoZe jiz byly
provedeny studie porovnavajici vliv médii obohacenych o FCS nebo krevni derivaty na buné¢né
vlastnosti®®, jak poukazala prostfednictvim metaanalyzy dat ziskanych z publikovanych studif
Palombella a kol.”, neni mozné tato data statisticky zhodnotit. Stejné jako vétsina vyzkumnych
skupin jsme u vSech linii pfed zapocetim experimentu prokazali kmenovost dlouhodobou
kultivaci, p¥itomnosti telomerazy, STRO-1 a trojlinearni diferenciaci®®*’.

Nejvyssi proliferacni aktivitu vykazovaly bunééné linie hADPSCs kultivované v médiu s 10 %
krevni suplementy pro kultivaci hADPSCs fadi sestupné takto — 10 % PRP (1.), 2 % HP+ITS
(2.), 2 % PRP+ITS (3.), 2% FCSHITS (4.) a 10% HP (5.). Je pozoruhodné, Ze pozitivita
zakladnich povrchovych znakit hMSCs u hDPSCs kultivovanych v jednotlivych médiich velmi
kolisa (CD73, CD90, CE102, CD34, CD45 a HLA I-); a to narozdil od malo UspéSnych
rustovych médii, kde dosahuje vysoké shody (2 % HP, 20 % HP, 10 % FCS). Ani recentni
literatura se zcela neshoduje na panelu pro hDPSCs’. V médiich s vysokou prolifera¢ni
aktivitou se vyskytuji povrchové znaky zékladniho panelu pro hMSCs v téchto hodnotach: 10
% PRP (CD7+, CD90+, CD105-, CD34+, CD45-, HLAII-), 2 % HP+ITS (CD73+++,
CD90++++, CD105+++, CD34-, CD45+, HLA 1I-), vmédiu s 2 % PRP+ITS (CD73++,
CD90++, CDI105+, CD34-, CD45-, HLAII-), 2 % FCS+ITS (CD73+++, CD90+++,
CD105+++, CD34-, CD45+) a médiu obohacen¢ o 10 % HP (CD73++++, CD90+++,
CD105+++, CD34+, CD45+, HLA 1I-). V preferovaném kultivaéni médium, které umoznilo
hADPSCs nejrychlejsi proliferacni aktivitu, tedy médium s 10% PRP, byly buiiky pozitivni na
zcela jiné znaky kmenovych bunék, a to CD9+++, CD29+++, CD63+++, CD166+++,
CD71+++, CD117+++, CD184+++ a postradaly znaky CD45, CD49, CD105, CD106 a CD271.
Obecné pro buiniky kultivované v prvnich péti médiich s vysokou aktivitou rtistu (viz. vyse) plati

tento panel znaki kmenovych bunék: CD9+++, CD29+++, CD63+++, HLA I+++, CD166+,
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CD45-, CD49-, CD106-, CD271-, HLAII). Receptor pro Stem Cell Factor, cytokinovy receptor
pro kmenové buinky a zaroven glykoprotein, ktery reguluje jejich diferenciaci, CD117 a
receptor CD71 nezbytny pro erytropoézu a neurologicky vyvoj nesly hADPSCs kultivované
nejen v médius 10 % PRP, ale také s 2 % PRP+ITS. Bunky kultivované v médiu s 2 % HP+ITS
a 2 % FCSHITS vykazovaly stejny profil povrchovych znakl jako mezenchymalni kmenové
bunky pupecniku a amnia (CD13+, CD29+, CD 44+, CD73+, CD90+, CD105+), pouze pro
buiiky amnia je profil rozsifen o CD166+ a CD34-, CD49-°! s tim rozdilem, Ze byly nizce
pozitivni pro CD45, kdy u vySe zminénych bunék tento znak absentuje. Celému profilu pak
odpovidaly hADPSCs kultivované v médiu s 2 % PRP+ITS a v médiu s 10 % HP. Neni bez
zajimavosti, Ze hADPSCs kultivované v médiich s vysokou podporou ristu (viz. vyse)
exprimuji na svém povrchu znak embryonélnich kmenovych bungk CD9?? a jsou pro ngj
dokonce vysoce pozitivni. Tyto bunky svym fenotypovym profilem odpovidaji spise ran¢jSim
bunécnym typim, nez obecné nesou kmenové bunky zubni diené stalych zubi, a to predevsim
buiikdm dentalniho folikulu®>. Podobné vysokou expresi povrchového znaku CD63 odpovidaji
fenotypu postulovanému pro kmenové buiiky zubni pulpy docasnych zubi'!. Idedln& panel
postulovany pro hMSCs’* spliiuji hADPSCs kultivované v médiu s 2% HP (8. médium
v podpofe rastu ze 12) (CD73+++, CD90+++, CD105+++, CD34-, CD45-, HLA II).
Nésledované buitkkami v ristovém médiu s 20% HP (12. médiu, tedy nejhorsi) (CD73+++,
CD90+++, CD105++, CD34-, CD45-, HLAII-). Déle s klesajici pozitivitou znakd v médiu
s 10% FCS (7. médium) (CD73+++, CD90+++, CD105+, CD34-, CD45-, HLA II-). A nakonec
v médiich s 2% PRP (10. médium) a 2% PRP+ITS (3. médium), kde znaky dosahovaly shodné
pozitivity/negativity (CD73++, CD90++, CDI102+, CD34-, CD45-, HLA II-). Obecné
uznavany profil hADPSCs je CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, CD117+, CD146+,
CD271+, CD166+ a STRO-1+, CD34-, CD45-, CD106-, HLAI 1-)!*%>%%_ Tomuto profilu
odpovidaji hADPSCs kultivované v médiu s 2 % FCS a 2 % FCS+ITS. PrestoZe nejlepSich
rastovych hodnot dosahovaly hADPSCs v médiu s 10 % PRP, jejich fenotypovy profil se
vyrazné lisil od postulovaného zikladniho panelu povrchovych znakti pro hMSCs*.
Minimalnim kritériim pro hMSCs (CD73+, CD90+, CD105+ a CD34-, CD45 — a HLA II-)**
odpovidaji hADPSCs kultivované v médiich s 2 % HP, 10 % HP, 20 % HP a hranicné s 10 %
HP, 2 % HP+ITS a 20 % FCS. Média s obsahem PRP vykazuji zajimavou tendenci ke snizovani
pozitivity CD73, CD90, CD105 (nizka pozitivita) a zaroven naprosto postradaji CD34 a CD45.
Se zvySujicim se procentudlnim zastoupenim PRP (10 %, 20 %) nejprve ztraci CD105, u 20 %
PRP jsou pak CD73, CD90 také negativni, naopak opacny trend ma CD34, které je v 10 % PRP
nizce pozitivni, ve 20 % PRP jiz stfedné pozitivni. Negativni pro znak HLA 1II jsou hADPSCs
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ve vSech médiich. VSechny bunécné populace hADPSCs byly pozitivni na STRO-1, povrchovy
znak stromalnich prekurzorovych bun¢k, dale na CD166, CD63, HLA I, CD9, CD29 a zaroven
negativni pro CD106. Nizkou pozitivitu pro nervovy rastovy receptor CD271 vykazovaly
buniky hADPSCs kultivované v médiu s 2 % FCS, 2 % FCS+ITS, 20 % FCS a 20 % PRP. Znak
perivaskularnich bun¢k CD146 nesly vSechny buiiky, mimo buné€k kultivovanych v 10 % FCS,
10 % HP a 20 % HP, nizce pozitivni pro tento znak byly buniky v ristovych médiich 2 % FCS
a 2 % PRP. Ueda a kol.” pfipomin4, ze CD146 negativni buiiky jsou povazovany za buiiky,
které jsou v pifipadé potieby schopné migrovat do poSkozené tkdné a diferencovat v
odontoblasty a které maji mnoho shodnych vlastnosti s hMSCs, diky nimz jsou schopné
regenerovat zubni dien in vivo. Absence CD34, jakozto znaku hematopoetickych bun¢k nebo
bun¢k endotelia, a znaku CD 45, bézného leukocytarniho antigenu, byla u ndmi kultivovanych
bunék hADPSCs témért absolutni, mimo bunky z 20% FCS, u nichz ve shodné se studii Laino
a kol.!%. Buiiky hADPSCs kultivované bez PRP vykazovaly také obdobny fenotypovy profil
jako mezenchymalni bunky ziskané z pupecniku (CD13+, CD29+, CD44+, CD105+, CD166+,
HLA I+, CD45-, CD34-)!°!, Receptor riistového faktoru kmenovych bun&k CDI17 je
exprimovan na povrchu vétsiny hADPSCs™. Tento zavér potvrdila také nase studie s vyjimkou
bunék v médiu s 20 % HP. Zajimavé je, ze ¢im vyssi podil PRP byl v médiu obsazen, tim vice
rostla pozitivita tohoto znaku. Zaroven se na profilu hADPSCs (CD29+, CD44+, CD73+,
CDY90+, CD105+, CD166+, HLAII-) shoduje vétsina autor'®>!%. S absenci znaku CD44 a
CD105 se setkavame u vysoce koncentrovanych médii s obsahem PRP (10 % a 20 %). Bunécné
adhezivni molekuly CD44, CD146 a CD166 jsou neseny na povrchu naprosté vétSiny nami
analyzovanych bunéénych populaci, stejné jako popisuje Rojewski a kol.!**. Oviem narozdil
od tohoto autora jsou builkky ndmi kultivované zcela negativni na pfitomnost adhezivni
molekuly CD106, na tzv. VCAM-1. Bunéénymi integriny, hlavnimi mediatory adheze mezi
bunikami a extracelularni matrix, jejichz pfitomnost jsme zjiStovali, byly CD18, CD29 a
CD49e¢, CD49d a CD13, jeden ze znaktli neseny prekurzory kmenovych bunék. Tyto znaky byly
ve vSech nami pozorovanych bun&tnych populaci pozitivni. CDI18, integrinii beta-2, byl
pozitivni u buné€k rostoucich ve vétsin€ médii, mimo dvou médii s vysokym obsahem krevniho
derivatu, tj. 20 % FCS a 20 % HP. Na ¢leny rodiny Integrini alfa byly vSechny buniky negativni.
I v literatuie hodnoty téchto molekul u hMSCs a i jinych progenitorovych bunék, napft.
hematopoetické fady, vyrazné variuji'®. Nejvice se profilu prekurzori kmenovych bungk
svymi povrchovymi znaky blizi hADPSCs kultivované ve 2 % PRP+ITS (CD10+, CD13+,
CD71+, CD90+, CD105+, CD117+)'%. Dle studie Halfona a kol.'% by mohla nizk4 exprese
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CD106, kterou jsme pozorovali v 9. pasazi hADPSCs v nasi praci, znamenat jiz piechod od
hMSCs k diferencovanéjsim bunécnym populacim, napt. osteogennim fibroblastim.

Némi kultivované buiiky docasnych zubii ve v§ech médiich postradaly povrchové znaky CD18
(receptor komplementu), CD31(adhezivni molekula krevnich desticek pro bunky endotelu),
CD34 (adhezivni molekula pro hematopoetické buiiky), CD45 (recognize leukocyte common
antigen) receptor typu C proteinové tyrosin fosfatdzy vyskytujici se v rtiznych izoformach na
vSech hematopoetickych buiikdch kromé cervenych krvinek a plazmatickych buné€k, rodinu
integrini CD49, CD106 (adhezivni molekula, endotelialni ligand pro integrin alfad4betal),
CD133 (marker klidovych kmenovych bun¢k), CD197 (chemokinovy receptor na lymfatickych
tkanich aktivovanych B a T lymfocyty) a HLA II. Ve shodé s hADPSCs byly pozitivni pro
znaky CD9, CD44, CD73, CD90, CD105 a CD166 (obecné znaky hMSCs), CD13, CD29,
CD146, CD222, CD271. Pouze buinky kultivované v 20 % PRP se lisi a zachovavaji si
pozitivitu jen nékterych uvedenych znakd, tj. CD29, CD44, CD71,CD73, CD90, CD271 aHLA
I. Stfedni aZ vysoka exprese CD146 je povazovéna za zakladni CD znak hDDPSCs'’. Stejng
tak dfive zminénd studie Huanga a kol."” uvadi CD13+, CD29+, CD44+, CD29+, CD73+,
CD90+, CD105+, CD146+, CD34- a CD45- jako typicky profil hDDPSCs. Vysoka povrchova
exprese CD44, CD105 a negativita znaku CD34 odpovidajici recentni literatuie'?’. Dle Leie a
kol.!'! charakterizuje hDDPSCs tento panel fenotypovych znakti: CD13+, CD29+, CD31+,
CD44+, CD45+, CD63+, CD71+, CD90+, CD105+, CD117+, CD146+, CD166+, STRO-1+.
Oproti tomuto panelu se nase zjiSténi 1i8i v nésledujicich pozorovanich — Z4dna z linii hDDPSCs
nenesla znak CD31, ale vSechny byly pozitivni na znak CD271, ktery reguluje riist neurond,
migraci, diferenciaci a bunénou smrt béhem Zivota kmenovych bunék, a CD222, ktery je
povazovan za hlavni ristovy faktor v téle plodu béhem téhotenstvi a je vysoce exprimovan
v centralnim nervovém systému'®. Pouze u bunék kultivovanych v 20 % PRP byl povrchovy
znak CD222 nizce pozitivni. Analyza povrchovych znakil ukazala pozitivitu CD45 u hDDPSCs
kultivovanych v médiu s 2 % FCS a 2 % FCS+ITS, a naopak absenci znakii CD105, CD117 a
CD63 kultivovanych v ristovém médiu obohaceném o 20 % PRP.

hDDPSCs nejlépe rostly v kultivaénim meédiu s 10 % HP, toto médium v podpofte proliferace
bylo nasledované médii v tomto potadi 10 % PRP, 2 % PRP+ITS a 2 % FCS+ITS. Spolecny
panel povrchovych znakid hDDPSCs kultivovanych v téchto médiich vypadal takto: CD9+++,
CDI13+++, CD29+++, CD44, CD73+++, CD90+++, CD105+++, CD117+++, CD146+++,
CD166+++, CD222+++, CD271+++, HLAI+++, CD63+, CDI18-, CD31-, CD34-, CD45-,
CD49d-, CD49e-, CD106-, CD133-, CD197-, HLA II-. Tato exprese povrchovych znaki se

velmi podoba povrchovym znakim hMSCs v pupenech kondetin pfi jejich vyvoji'®®!°,
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Shrneme-li vyjadieni povrchovych znakti hDDPSCs ukazuje se, Ze se jednalo o velmi
homogenni populaci s vyrovnanym chovanim a vysokou expresi znakili ranych
mezenchymalnich kmenovych bunék. Nepotvrdili jsme sdéleni jinych vyzkumnych skupin, ze
se hDDPSCs budou béhem kultivace v riznych ristovych médiich chovat podobné jako
hADPSCs!'1247 Buné&ény riist nejvice podporovalo médium obsahujici 10 % HP. Jednalo se o
mnohem homogennéjsi populaci s vyjadienéjSimi neurdlnimi znaky.

hNDPSCs zdaleka nejlépe proliferovaly v médiu s 10 % PRP. Ke srovnani fenotypu jsme
zvolili buiiky ze dvou médii se suplementem lidské krve a fetalni teleci krve, kde byl bunécny
rist nejvyrovnanéjsi béhem dlouhodobé kultivace, tj. hNDPSCs kultivované v médiu s 2 %
FCS+ITS a 2 % PRP+ITS. Fenotyp téchto dvou bunéénych populaci se zasadné lisil. Buniky
kultivované v médiu s 2 % PRP+ITS toto médium udrzelo v nediferencovaném stavu, nebo
stavu velmi rané diferenciaéni faze, ve které by se pravdépodobné nachazely v makroorganismu
pfi jeho vzniku. Usuzujeme tak na zakladé¢ kombinace s vysokou pozitivitou znakt
pluripotence, stejné jako naptiklad Malek a Besinger!!! u mezenchymalnich kmenovych bun&k
placenty. Tyto buiiky vykazuji vysokou pozitivitu STRO-1, INF beta a OCT %, tj. znakl
pluripotence!'>!!3, Stejné jako embryondlni kmenové buiiky exprimuji na svém povrchu CD9,
CD90, CD117, které znaci nediferencovany stav. Pozitivita znaku CD184 se da vysvétlit
pritomnosti progenitorti v bunééné populaci hESCs!'!'*11®. Znaky CD106, CD271, které kromé
endotelidlnich progenitorovych bunék exprimuji také dendritické bunky, které navic produkuji
INF beta, na ktery byly bunnky hNDPSCs také pozitivni. Coz by potvrzovalo jejich neurogenni
potencial! '8 hNDPSCs vykazuji vysokou pozitivitu viech povrchovych znak, na které byly
testovany, ve shodé sjinymi studiemi’’**. A to nejen typickych pro hMSCs, ale také
hematopoetické markery, markery embryonalnich bunék. ANDPSCs vykazuji naprosto unikatni
kombinaci vysoké exprese HLA I, HLA II a hMSCs znakt. Toto naSe zjiSténi je v rozporu
s popisem exprese povrchovych znakit hNDPSCs!®,

hMSCs kultivovand v médiich rtizného slozeni vykazovala shodné zmény morfologie se
zménami jiz diive popsanymi''®'?°. Zajimavé bylo pozorovéni, 7e proliferacni aktivitu
podporuje vice 10 % PRP nez 2 % PRP+ITS, a¢ u FCS je tento jev obraceny. Toto zpomaleni
rustu koreluje 1 s bunéénou morfologii rozlozitych bunék siln€ Inoucich k povrchu kultivaéni
nadoby. Podobna pozorovani provedl Suchanek a kol. (2009). Nejrychlejsi tvorbu bunéénych
kolonii a proliferaci jsme pozorovali v médiu s 10 % PRP (10% HP u hDDPSCs), coz
koresponduje s teorii, Z¢ PRP zlepsuje proliferaci hMSCs'?!122, Média s 2 % FCS a 2 % HP
obohacené o ITS, EGF a PDGF vykazovala shodnou proliferac¢ni aktivitu, ovSem nizsi nez 10

% PRP (10 % HP u hNDPSCs). Proto usuzujeme, ze tyto tii doplitky sice podporuji hDPSCs
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natolik, aby rostly, pfesto vSak piredpokladame, ze v lidské krvi existuji jeste¢ mnohem silnéjsi
rustové a stimulacni faktory. Otazkou ziistava, které povrchové znaky jsou skutecné

charakteristické pro hDPSCs a které jsou dany suplementy rtistovych médii.
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6. Zavér

Ptes veskery pokrok ve vyzkumu kmenovych bunék neni zatim mozné uznat bunécnou terapii
jako 1é¢ebny postup v humanni medicing!?3-'%, Jednim z hlavnich diivodi je pouzivani dopliki
kultivaénich médii pochazejicich z jin¢ho zivocisného druhu béhem expanze lidskych
kmenovych bun&k!2%-128, Fetalni teleci sérum je nejuzivangjsim xenogennim krevnim derivatem
doplnujicim kultivacni média o velké mnozstvi ristovych faktord, které se dosud nepodafilo
uspokojivé chemicky definovat a nahradit. Nevyhodou uzivani FCS je jeho schopnost zdsadné
ovliviiovat vlastnosti kultivovanych bung¢k, tim silnéji, ¢im déle trva jejich kultivace. FCS je
zaroven velice U¢inny a levny zdroj riistovych a stimula¢nich faktord®’. JelikoZ se nejedna o
uméle vyrdbénou komponentu, nybrz o piirodni produkt ziskdvany z tél telecich ploda
exsangvinaci, nelze FCS $arze unifikovat'?’. Tato skute¢nost je problematick4 stran metodiky
experimentil a pfijeti ziskanych vysledkd®®'3. Avsak tento problém sdileji vSechny derivaty
krve jak lidské, tak zvifeci!*"!32. Kultivaéni médium obsahujici 10 % PRP (10 % HP u
hDDPSCs) je dle naSich zjisténi idealni alogenni nahradou FCS. ZvySuje prolifera¢ni aktivitu,
potlacuje vétSinu povrchovych markert spojovanych s nadorovymi kmenovymi buiikami a
z4sadné neovlivituje markery pluripotence, pokud jsou u bun&né linie ptitomny'**!34 Dle
recentni literatury udrzuje PRP hDPSCs schopné diferencovat v builky endotelu a
perivaskularniho niché, ale pfedev$im v neurdlni bunééné linie'¥1%, Diky témto poznatkiim
nastdva Cas na otazku, zdali neni tfeba piehodnotit parametry, piedev§im pozitivitu
povrchovych znakl, kterymi posuzujeme pfislusnost adultnich kmenovych bunék
k zarode¢nému listu. K posunu od preklinického vyzkumu k béZné klinické praxi zbyva urazit
jesté velky kus cesty. Nejvétsim problémem zlstdvaji nedostateéna kritéria, podle kterych
kmenové bunky zatazujeme, déle téz ovlivnéni bunc¢k kultivaénimi podminkami a délkou
kultivace in vitro, obtizné pti kultivaci monoklondlnich bunéénych linii, a nakonec i dostate¢né

kriticky pfistup ke klinickym studiim a jejich cilm.
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